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論文内容の要旨
【目的】急性骨髄性白血病(AML)においては造血微小環境の機能が低下しており、正常の造血を障害す
る一因になっている可能性がある。本研究は骨髄ストローマ細胞における微量の遺伝子発現を定量化する
系を確立し、造血に重要な役割を果たす各種サイトカインがAML骨髄ストローマ細胞における造血支持
能の低下に及ぼす影響を調べることを目的とした。
【方法】 flt-3ligand (FL)、leukemiainhibitory factor (LIF)、granulocytecolony-stimulating 
factor (G-CSF)、stemcel factor (SCF)および、interleukin-6(IL-6)に対するpnmerを設計し、ヒト
骨髄ストローマ細胞株HS-5のRNAを用いてreal-timePCR法で、遺伝子を増幅し、融解曲線分析により反
応条件の至適化を行った。続いて、 AML6例、正常骨髄群1{71Jの骨髄細胞から骨髄ストローマ細胞を培養
し、放射線照射後、 RNAを抽出し、各サイトカインの遺伝子発現量を定量した。さらに、骨髄ストロー
マ細胞とヒトCD34陽性細胞を共培養し、 2週間毎に、上清中に放出された造血前駆細胞をコロニーアッ
セイ法にて測定して、ストローマ細胞の造血支持能を評価した。
【結果】ヒト骨髄ストローマ細胞から検知できたmRNAはSCF"LIF、IL-6のみで、これらの遺伝子発
現量はAML群と正常骨髄群の間で有意差を認めなかった。コロニーアッセイ法では、共培養開始後6週
目の時点でのコロニー数は、正常骨髄群に比べてAML群が有意に低値を示した。
【考察】本研究の結果、 AML由来のストローマ細胞は未熟なCD34陽性細胞支持能の低下が示唆されたが、
AMLにおける造血支持能の低下は、骨髄ストローマ細胞におけるLIF、SCF"IL-6の発現低下ではなく、
別の要因にあることが示唆された。
論文審査の結果の要旨
生体における造血には、造血幹細胞とその増殖・分化を支持する造血微小環境が不可欠である O 急性骨
髄性白血病(AML)では造血微小環境の機能が低下していることが知られているが、その機序は未だ明ら
かにされてない。特に、造血微小環境を形成している骨髄ストローマ細胞における液性因子の遺伝子発現
を定量的に解析することは、発現量が少ないために困難であった。本研究は骨髄ストローマ細胞における
微量の遺伝子発現を定量化する系を確立し、各種サイトカインが造血支持能に及ぼす影響をAML群と正
常骨髄群で比較検討した。
まず、 Flt-3ligand， leukemia inhibitory factor(LIF)， granulocyte colony-stimulating factor， 
stem cel f actor (SCF)および、interleukin-6(IL-6)に対するpnmerを設計し、ヒト骨髄ストローマ細胞
株HS-5のRNAを用いてreal-timePCRi法で、遺伝子を増幅した後、融解曲線分析により反応条件の至適化
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を行った。次に、 AML群と正常骨髄群の骨髄細胞から骨髄ストローマ細胞を培養し、放射線照射後、抽
出したRNAを用いて、至適化された条件で各サイトカインの遺伝子発現量を検討した。その結果、ヒト
骨髄ストローマ細胞からmRNAの発現が検知で、きたのはSCF"LIF、IL-6のみで¥これらの遺伝子発現
量はAML群と正常骨髄群の間で有意差を認めなかった。
また、骨髄ストローマ細胞とヒトCD34陽性細胞を共培養後、 2週間毎に、上清中に放出された造血前
駆細胞をコロニーアッセイ法にて測定し、ヒト骨髄ストローマ細胞の造血支持能を評価した。その結果、
共培養開始後6週目の時点でのコロニー数のみが正常骨髄群に比べてAML群が有意に低値を示し、 AML
由来のストローマ細胞は、より未分化な造血前駆細胞を支持する能力が低下していた。以上より、本研究
で検討したサイトカインはAMLにおける骨髄ストローマ細胞の機能低下に関与しないと考えられた。
本研究は、骨髄ストローマ細胞における微量の遺伝子発現を定量化する系を確立し、 AMLの造血微小
環境に関して新しい知見を与えたものといえる。従って、本論文の著者は博士(医学)の学位を授与され
るものと判断された。
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